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Der erste Schritt beim Arztbesuch oder nach dem
Einweisen in eine Klinik besteht fast immer aus der
Abnahme von Blut- und Urinproben, die dann im
Labor untersucht werden. Wahrend dies in groBe-
ren Kliniken im eigenen Labor erfolgt, werden in
Arztpraxen oder kleineren Krankenhausern die
Proben meist per Kurier zu einem Labordienstleis-
ter verschickt. Aufgrund des zunehmenden Preis-
drucks und der Konkurrenz unter den Anbietern
werden dabei inzwischen lange Transportwege und
damit einhergehend Verzégerungen der therapeu-
tischen MaBnahmen in Kauf genommen. Es wird
daher zunehmend der Ruf nach einem point-of-
care-testing laut, das direkt am Krankenbett oder
auf der Station durchgefiihrt werden kann und so-

Die vorhandenen Test-Kits sind da-
fir i.d.R. zu ungenau und zu teuer
und werden nur in Ausnahmefallen
verwendet. Aber auch im GroBla-
bor besteht ein erhebliches Einspa-
rungspotential. In einer groBen Kli-
nik kann die Zahl an taglich zu
untersuchenden Blut- und Urinpro-
ben in die Tausende gehen. Die
Kosten fiir die Reagenzien der Ana-
lysenautomaten,  die  Kalibrie-
rungen, und die notwendige Ar-
beitskraft sind ein wichtiger Faktor
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bei den Einsparungsmdglichkeiten
im Gesundheitswesen.

Die meisten Analysenmethoden
fur Vollblut, Blutplasma oder Urin
arbeiten auf der Grundlage spek-
troskopischer Bestimmungen im
sichtbaren Spektralbereich und im
UV, entweder durch direkte Mes-
sung einer Pigmentabsorption oder
indirekt durch Farbstoff- bzw. En-
zymreaktionen ~ mit  spektro-
skopischer Detektion. Der IR Spek-
tralbereich mit Wellenldngen von
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Abb. 1: Automatischer Probengeber fiir die Serienmessung von Blutproben:
Die ATR-Einheit ist fest in das optische System eines kompakten IR-Spektro-
meters integriert. Der Probengeber wird mittels Horizontal- und Vertikalbe-
wegung so positioniert, dass die einzelnen Proben nacheinander an das op-
tische Interface gefiihrt werden und tiber Kapillarkréafte den ATR-Kristall
benetzen. Zusatzlich konnen einzelne Probenpositionen mit Reinigungs-
I6sungen oder Referenzproben befiillt werden.

fort wichtige Blut- oder Urinparameter liefert.

ca. 3 pm-20 pm wird bisher nicht
eingesetzt, obwohl in diesem Spek-
tralbereich die meisten Inhaltsstof-
fe von Blut, Urin und anderen Kor-
perfliissigkeiten ~ aufgrund ihrer
Molekdlstruktur  hochspezifische
Absorptionshanden aufweisen. Ers-
te Ansatze gibt es fiir den Nah-IR-
Spektralbereich (ca. 800 nm-3 pm),
wo jedoch keine ausreichende Spe-
zifitat erreicht wird. Fiir das mittle-
re IR gab es bisher Versuche, Pro-
ben  von  Korperflissigkeiten
einzutrocknen und in diffuser Re-
flexion zu vermessen. Der zusatz-
liche Aufwand fiir die Probenvor-
bereitung und die z.T. auftretenden
Nichtlinearitéten bei der Konzent-
rationsbestimmung schlieBen je-
doch bisher die Anwendung in der
Klinik aus.

IR-Spektroskopie als neue
Analysenmethode im
klinischen Labor:

Wir haben vor einigen Jahren mit
der Entwicklung von IR-spektro-
skopischen Verfahren fiir die La-
boranalytik in der Medizin begon-
nen. Ziel dieser Arbeiten war, eine
reagentienfreie Methode zu entwi-

ckeln, die vom medizinischen Per-
sonal leicht benutzt werden kann,
die keinerlei Probenvorbereitung
bendtigt, mit sehr kleinen Proben-
mengen auskommt, und die dem
Arzt wichtige Parameter sofort an-
zeigt.

Als optisches Interface haben
wir Messzellen und Probengeber
entwickelt, die das Prinzip der ab-
geschwachten Totalreflexion (ATR)
nutzen. Diese Methode wurde von
uns bereits in GIT 10/2005 im Zu-
sammenhang mit der Messung von
Getrénkeinhaltsstoffen vorgestellt.
Fir die medizinische Laboranalytik
wurden Miniaturzellen entwickelt,
bei der Mikroproben entweder auf-
pipettiert oder mit einem automa-
tischen Probengeber (Abb. 1) zuge-
fihrt werden konnen.

Mit diesen Probengebern kann
in wenigen Sekunden ein IR-Spek-
trum einer Probe erhalten werden,
das die wesentlichen Informati-
onen iber die Art und Menge der
Inhaltsstoffe enthélt. Da eine Probe
wie Vollblut, Blutplasma, Urin oder
andere Korperfliissigkeiten eine
komplexe Matrix darstellt, in der
die gleichzeitige Variation verschie-
dener Parameter erfasst werden
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muss, werden fir die Auswertung
multivariate  Analysenmethoden
(PLS, PCR) eingesetzt.

Kalibrierung der reagenzi-
enfreien Bestimmungsme-
thode mit Blutproben:

Fir die PLS- oder PCR-Regression
haben wir mit ,realen” Proben aus
dem klinischen Alltag zunachst
Kalibriermodelle erstellt. Diese
Kalibrierungen  fiir multivariate

Analysenmethoden bendtigen aus-
gewahlte Probensatze mit mog-
lichst genau bestimmten Analysen-
werten, die die zu bestimmenden
Parameter in mdglichst breiter
Spannweite, d.h. beziiglich der
+Normalwerte” und vor allem der
pathologischen Werte reprasentie-
ren. Dieses ,Datendesign” fiir Ka-
librierproben wird haufig vernach-
lassigt, sodass mit zu vielen
+Normalwerten” ungenaue Kalib-
rierungen flr Extremwerte erstellt
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werden. Abschatzungen fiir das
Datendesign ergaben, dass bei
etwa 6 klinisch relevanten Parame-
tern und ihrer in der klinischen Pra-
xis vorkommenden Variation min-
destens 100 sorgfaltig ausgewahlte
Kalibrierproben benétigt werden,
um die Genauigkeit der bisher be-
nutzten Analysenmethoden zu er-
reichen. Fiir die Probensatze haben
wir Plasmaproben und gerinnungs-
gehemmte Vollblutproben (EDTA-
Blut) ausgewahlt, um Kalibriermo-

delle fiir den Einsatz im klinischen
GroBlabor und fiir eine schnelle
und direkte Messung auf der Stati-
on oder am Krankenbett zu etab-
lieren.

Urin aus der Retorte

Bei der Urinanalyse wurde anders
vorgegangen, da hier im klinischen
Betrieb meistens nur grobe Klassi-
fizierungen (,nicht nachweisbar”,
Junter xxx mg/dl”, , Gber xxx mg/
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Abb. 2: Korrelationsdiagramme fiir Blutplasma-Proben. Die vertikalen Balken zeigen die Grenzwerte bzw. die unteren und oberen Normalwerte



Tab. 1: Zusammensetzung der kiinstlichen Urinproben. Diese Konzentrationsreihen wurden fiir die IR-spektrosko-
pische Messung so kombiniert, daB jeder Inhaltsstoff fiir jeden Konzentrationsbereich vor dem Hintergrund der Vari-

ation aller anderen Stoffe vorlag.

Konzentration (mg/dl) niedrig mittel hoch
Inhaltsstoff
Harnstoff 900 1900 3000
anorg. Phosphor (-PO4) 40 90 140
Kreatinin 25 150 260
Ammoniak (als NH4C| 50 75 100
Schwefel (als Na2504) 100 150 200
Protein (als Albumin) 0 1,5 3
Glucose 5 12 20
Harnsdure 35 65 95
Ketonkdrper Hydoxybutterséure 0 70 140
Acetoacetat 0 70 140
Aceton 0 10 20

Tab 2.: Messhereiche und Genauigkeiten (RMSECV)

fiir Vollblut und Blutplasma

Plasma [mg/dl] EDTA-Vollblut [mg/di]
Bereich RMSECV  Bereich RMSECV
Glucose 20-350 +731 20-340 +16,7
Harnstoff 5-230 +3,35 10-220 +4,5
Cholesterin 50-800 15 35-360 +156
Triglyceride 0-800 +36,1 0-1700 +21,2
Gesamtprotein 3500-9800 =197 2000-11000 +319
Albumin 1600-5200 =109 1000-6500  + 157
Tab 3.: Messbereiche und Genauigkeiten fiir Urin
Bereich [mg/dl] RMSECV [mg/dl]
Harnstoff 900-3000 +59,7
Anorg. Phosphor 40-140 +4,33
Kreatinin 25-260 +11,7
NH, 50-100 +293
Schwefel 100-200 +44
Ketonkdrper 0-300 +20,4
- Hydroxybutterséure 0-140 +134
- Acetoacetat 0-140 + 7,58

dI") vorgenommen werden, die fir
die Erstellung von Kalibriermodel-
len nicht geeignet sind. Hier wur-
den mit den wichtigsten Inhalts-
stoffen  kiinstliche  Urinproben
hergestellt, die die Variationsbreite
der Inhaltsstoffe iber mehrere Gro-
Benordnungen abdecken. Die Ka-
libriermodelle aus diesen Kunstu-
rinen wurden mit ausgewahlten
«echten” Urinproben erganzt und
validiert. Die Zusammensetzung
dieser ,Kunsturine” zeigt Tabelle 1.
Nachdem Kalibriermodelle fiir Voll-
blut, Blutplasma und Urin erstellt
waren, konnten beliebige Proben
vermessen werden. Wir stellen hier
die Ergebnisse dieser Messungen
in Form von Korrelationsdiagram-
men fiir Blutplasma-Proben vor
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(Abb. 2). Dabei ist die mit den etab-
lierten Methoden der klinischen
Chemie ermittelte Konzentration
auf der Abszisse aufgetragen; die
Vorhersage aus der IR-spektrosko-
pischen Analyse auf der Ordinate.
Die Streuung der Messwerte liegt
zu einem groBen Teil an der Fehler-
breite der klinischen Bestimmungs-
methode, wie beispielsweise bei
der durch Turbiditdt bei einem
Farbtest sehr problematischen Be-
stimmung hoher Triglyceridwerte.
Tabelle 2 zeigt die Messbereiche
und die Genauigkeit unserer Be-
stimmungsmethode fir Blutplasma
und fiir EDTA-behandeltes Vollblut.
Derzeit konnen aus Plasma- und
Vollblutproben die Werte fiir Gluco-
se, Harnstoff, Cholesterin, Triglyce-

ride, Gesamtprotein und Albumin
mit klinisch erforderlicher Genauig-
keit und Reproduzierbarkeit be-
stimmt werden. Bei weiteren Para-
metern sind die Korrelationen noch
nicht hinreichend genau. Auffallig
ist die mittlere Abweichung der
Glucosebestimmung, die sich bei
Vollblutproben deutlich gegeniiber
den Plasmaproben verschlechtert.
Die Ursache fiir diese Abweichung
liegt im Glucosemetabolismus der
Zellen, die bei Vollblut den ur-
spriinglichen Glucosewert je nach
Zeitdauer zwischen Blutentnahme
und Messung reduziert. Werden die
Vollblutproben mit Natriumfluorid
versetzt, das diesen Metabolismus
stoppt, so verbessert sich die mitt-
lere Abweichung fiir den Glucose-
wert deutlich. Diese MaBnahme
entfallt, wenn die Messung direkt
bei der Blutentnahme erfolgt.

Die hochste Genauigkeit wird
bei der Bestimmung von Harnstoff
erzielt, was angesichts der Relati-
on zwischen Molekiilstruktur und
Spektrum nicht verwundert. Bei
der Bestimmung von Harnstoff
und Triglyceriden ist fiir die Prazi-
sion nur noch die Genauigkeit der
derzeitigen  klinischen  Bestim-
mungsmethode limitierend. Uber-
raschend ist die Zuverlassigkeit,
mit der Gesamtprotein und Albu-
min getrennt werden konnen, da
hier nur minimale abweichende
spektrale Merkmale vorliegen.
Beide Stoffe sind bei den meisten
Krankheiten kovariant. Allerdings
konnten wir eine ausreichende
Zahl Blutproben von Patienten mit
nephrotischem Syndrom in die Ka-
librierdaten einbeziehen, bei de-
nen Gesamtprotein und Albumin

weitgehend unabhangig vonein-
ander variieren.

In Tabelle 3 sind die Messhe-
reiche und Genauigkeiten der IR-
spektroskopischen  Bestimmungs-
methode  fir  Urininhaltsstoffe
dargestellt. Hier konnen die Werte
fur Harnstoff, anorganischen Phos-
phor, Kreatinin, Ammoniak, Schwe-
fel und Ketonkdrper mit einer Ge-
nauigkeit bestimmt werden, die
den klinischen Anforderungen ge-
niigt und sie z.T. dbertrifft. Beson-
ders zu erwahnen ist hierbei, dass
unsere Methode auBer der Angabe
der Gesamtkonzentration an Ke-
tonkorper eine weitere Differenzie-
rung nach Hydroxybuttersaure und
Acetoacetat ermdglicht. Dies ist
beispielsweise beim Krankheitsbild
der diabetischen Ketoazidose eine
wertvolle zusatzliche Information,
bei der die beiden Parameter ein
verandertes Verhaltnis haben kon-
nen.

Zusatzlich zu den Inhaltsstof-
fen, die im physiologischen Nor-
malbereich und im pathologischen
Bereich quantitativ bestimmt wer-
den konnen, haben wir sog.
«Schwellenparameter”  definiert,
die ab einem bestimmten Wert er-
fasst werden konnen und auf be-
stimmte Krankheiten hindeuten.
Beispielsweise kann Glucose im
Urin ab etwa 10— 20 mg/dl detek-
tiert und damit eine Uberschrei-
tung der Nierenschwelle festge-
stellt werden. Albumin wird ab
etwa 100-150 mg/dl erfasst und
weist auf eine Makroalbuminurie
hin.

Fazit

Es ist uns gelungen, eine einfach
zu handhabende reagentien- und
verbrauchsmittelfreie Analysenme-
thode fiir Blut, Urin und andere
Korperflissigkeiten zu entwickeln,
die im Gegensatz zu den etablier-
ten Methoden keinerlei Probenvor-
bereitung bendétigt. Sie kann vor
Ort, d.h. am Patienten, eingesetzt
werden und erzeugt keine oder nur
geringe Abfallmengen. Eine Auto-
matisierung flir groBe Proben-
zahlen ist moglich. Wir haben die
Volumina, die fiir eine Vollblutana-
lyse benétigt werden, mit einem
Miniatur Diamant-ATR-Kristall bis
auf etwa 5 plL reduzieren kénnen.



Damit genligt ein Blutstropfen, wie
er z.B. fiir die Messung mit einem
Glucose-Teststreifen fiir Diabetiker
aus der Fingerkuppe entnommen
wird, fiir eine vollstandige Bestim-
mung der in Tabelle 2 aufgefiihrten
sechs Parameter. Der Tropfen kann
direkt auf das optische Interface
gegeben werden; eine Reinigung
ist denkbar einfach.
Selbstverstandlich kann die hier
beschriebene Analyse auch mit An-
reicherungs- und Konzentrations-
verfahren kombiniert werden. Da-
mit kann die Detektionsgrenze fiir
die genannten Substanzen weiter
reduziert und die Bestimmungsme-
thode auf weitere Stoffe ausge-
dehnt werden. Bisher basiert die
Messmethode auf Kalibriermodel-
len, die einige Hundert Proben um-
fassen. Mit dem klinischen Einsatz
kénnen diese Modelle leicht tau-
sende Proben umfassen, sodass die
Zuverldssigkeit, Selektivitat und
Genauigkeit der Methode noch
weiter gesteigert werden kann.

Perspektiven:

Wir sehen zum einen direkte An-
wendungen fiir diese Messmetho-
de im klinischen GroBlabor, wo sie
mit einem Probengeber fir die au-
tomatisierte Analyse groBer Pro-
benzahlen eine deutliche Kostenre-
duktion verspricht. Bei dieser
optischen Methode entféllt zudem
die haufige Kalibrierung beim Rea-
gentienwechsel ebenso wie die oft
notwendigen Verdiinnungsreihen.
Eine weitere Anwendung sehen wir
direkt auf der Krankenstation, wo
vor allem der Zeitvorteil zum Tra-
gen kommt. Aufgrund der sicheren
Bestimmung der Glucose liegen
auch Anwendungen in Zentren fir
Diabetiker und Seniorenheimen
nahe. Die unkomplizierte Messung
von Urinproben ermdglicht auch
eine Messung im Durchfluss, bei-
spielsweise durch Kopplung einer
geeigneten  Durchflusszelle  mit
einem Urinal, die eine Bestimmung
der Urinparameter so einfach und
schnell wie das Wiegen oder eine
Korperfettbestimmung ~ machen
wiirde — nur wesentlich préziser als
die letztere.
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